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第二章 乳製品におけるナイシン A添加による微生物制御 
 












脂肪分 1.5%）、7.5%（乳脂肪分 2.4%）とした。ナイシン A の濃度は、「洋菓子」の使用
上限量 6.25mg/kg（250 IU）以下の 4段階濃度（40 IU, 80 IU, 120 IU および 250 IU）を設
定した。加熱殺菌条件は、日本国内で広く普及している 130℃2秒加熱殺菌とし、パイロ
ットスケールの連続式加熱殺菌機を用いて抗菌活性を評価した。その結果、プリン





pH による分解促進が原因と推察されるが、プリンの一般的な賞味期限は 2～3 週間程度
であるため、標的微生物の増殖を抑制することができれば、保存料として使用すること
は十分可能であると考えられた。 
 ついで、プリンや生乳から分離された Bacillus 属と Paenibacillus 属の 3 菌株を用いて
微生物接種試験を行った。ナイシン A に対して最も抵抗性を示す B. thuringiensis B-1695
の 15℃の増殖挙動を基に、腐敗変敗が発生する推定菌量 107cfu/gに達する日数に安全率
0.7を乗じて微生物学的賞味期限を算出した。その結果、脂肪分 5.0%では 40 IU で 13日、
80 IU で 18日、120 IU, 240 IU では 29日以上、脂肪分 7.5%では 40 IUで 5日、80 IUで







増殖挙動を確認した。その結果、ナイシン A を 120 IU 以上添加した場合に菌は検出さ
れなかったが、40 IUおよび 80 IU 添加の 110℃および 110℃殺菌プリンから、好気性芽
胞性細菌である B. cereus, Brevibacillus parabrevisおよび Brevibacillus agriが検出された











































イシン A を 40 IU 添加することで A菌群（芽胞形成菌）の増殖を抑制でき、消費時点の
















第四章 乳製品に添加するナイシン A素材の工業的調製法の確立 
 
 本章では、乳製品に添加するナイシン A 素材の工業的調製法について検討した。食品











初めに、ナイシン生産能力を有する L. lactis 株を株式会社明治の乳酸菌ライブラリー
の中からスクリーニングした。M17 培地培養上清の抗菌活性（L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus JCM 1002
Tを指示菌とする寒天拡散法で評価）とナイシン前駆体構造遺伝子の
塩基配列から、ナイシン A およびナイシン Zの高生産株として L. lactis subsp. lactis OLS 
3935 株および 3996 株を選抜した（プロテアーゼ感受性が認められたため、両株の生産
する抗菌性物質はタンパク質性のバクテリオシンである）。（以降、ナイシン A 生産菌    
L. lactis subsp. lactis OLS 3935 を用いた） 
つぎに、工業的な実生産を想定して、ナイシン A 生産菌のスターター開発を行った。
培地組成をスキムミルク 8.0%（w/w）、乳糖 4.5%（w/w）、酵母エキス 1.0%（w/w）とし、
30℃で pH6.5 の中和培養を行うことで、約 109cfu/ml の高濃度菌体が得られた。さらに、
その培養液を高せん断ミキサーで 3回処理して遠心分離を行った結果、濃縮倍率 13.7倍
（約 1011cfu/ml）の濃縮スターターを調製することができた（Table 4）。 
 この濃縮スターターを 10%, 20%, 30%（w/w）スキムミルクに 0.1%（w/w）接種して、
ナイシンの効率生産に最適な 30℃で培養した。スキムミルク濃度 20%および 30%の方が
10%よりは定常期の菌数、抗菌活性（10%スキムスキムミルク濃度に換算して評価）と











































ろ、LPOS とラクチシン 3147との組み合わせは、調乳後 12時間まで Cronobacter属菌を






 以上の結果より、プロピオン酸とモノカプリリン、または LPOS とナイシン Aおよび










































































Table 2.  















Table 3.  
Probability of bacterial spoilage in ESL milk-based drinks with or without nisin A of Home 




























A  Sporulating aerobes + + 1 29
Bacillus licheniformis , B. subtilis , B. thuringiensis , ○B. cereus  Brevibacillus
agri ,  Brevibacterium halotolerans ,  Paenibacillus naphthalenovorans
B  Heterotrophic bacteria 
Dark yeloow
Light pink
- - 0 11 ○Sphingomonas sp., Sp. xenophagum , Sp. yanoikuyae , Methylobacterium sp.
C  Enterobacteriaceae - - - 0 75
Acinetobacter baumannii , Citorobacter freundii , ○Enterobacter cloacae ,
Klebsiella pneumoniae , Serratia marcescens
D
 Glucose non-fermenting
 gram negative bacilli
- - + 0 43
Chryseobacterium indologenes , ○Pseudomonas  sp., P. putida ,  P. libanensis ,




 gram positive bacteria
+ - + 0 41
○Microbacterium sp., Lactococcus sp., Staphylococcus epidermidis , S. warneri ,
Exiguobacterium acetylicum , Corynebacterium falsenii , Arthrobacter  sp.
F Lactic acid bacteria + - - 0 00
Bacterial species isolated from ESL milk
○the most frequently species








Milk Nisin 40 IU in Milk
A 10
7 
cfu/ml 0.9 ppm 0.0 ppm
B 10
8
 cfu/ml 0.0 ppm 0.0 ppm
C 10
7
 cfu/ml 1.4 ppm 1.6 ppm
D 10
7
 cfu/ml 0.0 ppm 0.0 ppm
E 10
6
 cfu/ml 0.0 ppm 0.0 ppm
Total 2.3 ppm 1.6 ppm




















Aroma component analysis of  powdered and pelletized  skim milk culture fermented by nisin 
A producing L. lactis subsp. lactis OLS 3935 


















Cell concentration  Loss




7.4E+09 6.1E+10 1.2E+08 8.2 1.58
2 1 pass 7.4E+09 5.5E+10 6.7E+07 7.4 0.91
3 2 pass 7.4E+09 5.5E+10 8.8E+07 7.4 1.19
4 3 pass 7.4E+09 1.0E+11 8.5E+07 13.7 1.15
No. Mixer








Acetaldehyde Aldehydes    Fermentation product 1.0 4.2 4.8
2,3-Butanedione Diketone    Fermentation product 1.0 63.2 57.7
Ethanol Alcohol    Fermentation product 1.0 1.2 9.1
2-Butanone Methylketone    Fermentation, Raw milk 1.0 4.5 2.2






Final cell numbers of Cronobacter sakazakii ATCC 29544 grown in reconstituted whole milk 
powder at 37˚C for 8 h in the presence of a range of antimicrobial compounds in combination 

















































Figure 4.  
Effect of LPOS and nisin or lacticin 3147 on the growth of Cronobacter spp. in infant formula 
rehydrated at 40 or 50˚C under the high-risk scenarios for invasive infant Cronobacber infections. 
The temperature of distilled water used to rehydrate powdered infant formula was 40˚C ([A] 
lacticin 3147, [C] nisin) or 50˚C ([B] lacticin 3147, [D] nisin). Control (♦); LPOS×1(■); 
LPOS×2(●); nisin (×); LPOS×1 plus nisin (□); LPOS×2 plus nisin (○); LPOS×1 plus 










高い。1928 年に Lactococcus lactis subsp. lactis 由来のバクテリオシン：ナイシン A が発




ナイシン A は、組織 pH が中性のチルドプリン中で、130℃2 秒殺菌後も活性を維持し、
その後 15℃保存で約４週間活性を保持でき、賞味期限の著しい延長効果が期待できた。ま
た、加熱条件の緩和による風味品質の向上が大いに期待できた。 









シン A およびラクチシン 3147 の組み合わせが非常に有効であることを初めて実証した。 
本研究によりナイシン A の乳分野への利用可能性を拡大し、食品製造業者が広くナイシ
ン A を添加利用する際のアプローチ方法を提供できた。 
 以上のことから、審査員一同は本論文提出者に対し博士（農学）の学位を授与するに値す
るものと判定した。 
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